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Introduction
A l’origine, les techniques d’embryogenèse somatique ont été envisagées pour  deux 
objectifs principaux : la micropropagation de masse d’une part, et le développement 
d’outils cellulaires pour l’amélioration génétique d’autre part (par ex., la transforma-
tion génétique et la fusion de protoplastes). Ces techniques reposent sur l’utilisation de 
régulateurs de croissance synthétiques (auxines) pour induire la dédifférenciation des 
tissus  et la formation de tissus (cals) embryogènes. Le cal embryogène est le matériel de 
départ pour le développement de suspensions cellulaires embryogènes (SCE).  A partir 
de ces suspensions, le développement d’embryons puis la régénération de plantules 
sont réalisées. 
La technique des SCE n’est pas encore opérationnelle comme méthode de micropro-
pagation de masse malgré l’important potentiel de régénération qu’elle permet. La 
principale raison est l’incidence plus élevée de variation somaclonale observée avec les 
techniques d’embryogenèse somatique comparativement à celle observée avec la tech-
nique classique de multiplication d’apex. Les SCE sont toutefois d’ores et déjà utilisées 
pour la transformation génétique  ou la fusion de protoplastes de bananiers. Les plantes 
régénérées à partir d’une SCE sont souvent issues d’une cellule unique. Ceci permet 
d’éviter, dans le cas des plantes transformées, le problème des plantes chimériques, 
(plantes comprenant des cellules génétiquement modifiées et des cellules non transfor-
mées) qui survient lorsque des méristèmes sont utilisés comme matériel de départ pour 
la transformation.
Quatre méthodes d’embryogenèse somatique ont été testées chez le bananier. Chacune 
utilise un type d’explant différent : des embryons zygotiques (Cronauer et Krikorian 
1988, Escalant et Teisson 1989), des tranches de rhizome et des gaines de feuilles (Novak 
et al. 1989), des fleurs mâles/femelles immatures (Ma 1991, Escalant et al. 1994, Grapin et 
al. 1996, Grapin et al. 1998) et des cultures de méristèmes proliférantes (scalps) (Dhed’a 
et al. 1991, Schoofs 1997).  Le plus souvent, les SCE sont initiées à partir de fleurs mâles 
immatures ou de scalps.
Une percée majeure en matière d’embryogenèse somatique des bananiers, qui a 
d’ailleurs inspiré de nombreuses études, revient au professeur Ma de l’Université de 
Taiwan qui a mis au point le milieu de culture et la méthodologie pour obtenir des SCE 
à partir de fleurs mâles (Ma 1991). Les premières étapes, jusqu’à la formation du cal 
embryogène, ont été décrites par Escalant et al. (1994).  Par ailleurs, Grapin et al. (1996) 
et Côte et al. (1996) décrivent l’initiation et la maintenance des suspensions cellulaires 
ainsi que les étapes de régénération. La méthode de Ma a également été utilisée avec 
des fleurs immatures femelles pour les cultivars ne produisant pas de fleurs mâles 
(Grapin et al. 2000).
La méthode des scalps utilisée à la Katholieke Universiteit Leuven (KULeuven) repose sur 
des cultures hautement proliférantes initiées à partir d’apex. Cette méthode a été décrite 
pour la première fois par Dhed’a (1992) et optimisée par Schoofs (1997).  
Dans ce guide technique, seules les méthodes des fleurs mâles immatures et des scalps 
sont décrites car elles s’appuient sur de nombreuses publications et ont été reproduites 
dans plusieurs laboratoires. Ils sont suivis par des sections expliquant les critères utili-
sés pour évaluer la qualité d’une suspension embryogène et les difficultés et limites de 
développement de l’embryogenèse somatique chez les bananiers.
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1. L’embryogenèse somatique
L’embryogenèse somatique, à partir de fleurs mâles ou de scalps, est illustrée dans 
la Figure 1 et détaillée ci-après. « L’explant initial » se réfère à l’explant qui se 
développe en un cal embryogène lorsqu’il est placé dans un milieu de culture qui 
induit la formation de cals. Suivant la méthode adoptée, l’explant initial est une 
fleur immature ou un scalp dérivé d’un apex. Mais bien que les fleurs immatures 
soient directement prélevées sur le bourgeon mâle, une phase de culture in vitro 
est nécessaire pour obtenir un explant initial lorsque la méthode des scalps est 
utilisée. 
Ces deux méthodes diffèrent seulement dans les premières étapes conduisant à la 
formation d’un cal embryogène. De ce fait, les protocoles pour chaque méthode 
sont présentés en parallèle, suivis d’un protocole commun dans lequel les particu-
larités propres à chaque méthode sont mentionnées. 
Utiliser des bourgeons mâles (Figure 
8) prélevés 1 à 10 semaines après la 
floraison. Les bourgeons peuvent être 
gardés pendant 24 h avant l’inocula-
tion des fleurs immatures. Des fleurs 
femelles peuvent être utilisées lorsque 
le cultivar ne produit pas de fleurs 
mâles, comme chez les plantains de 
type Horn.  Dans ce cas, le bourgeon 
est prélevé à l’intérieur du pseudo-
tronc avant la floraison. La méthode 
est décrite dans Grapin et al. 2000.
Dans des conditions non aseptiques, 
réduire la taille du bourgeon mâle 
jusqu’à ce que l’explant mesure 0,8 cm 
x 2 cm (Figure 9).  Le bourgeon ainsi 
réduit est gardé dans des conditions 
humides, c’est à dire dans un récipient 
contenant quelques gouttes d’eau et 
scellé par un film plastique.
Des apex indexés pour les virus 
(Diekmann et Putter 1996) sont utilisés 
comme matériel de départ. Ils pro-
viennent soit de vitroplants enracinés 
(Figure 2), soit de plants cultivés en 
serre ou en champ, et dont la surface a 
été stérilisée (Hamill et al. 1993).  
Enlever les racines et les feuilles et 
couper 0,5 cm au-dessus du méristème 
apical (Figure 3).  Des incisions longitu-
dinales peuvent favoriser la multiplica-
tion de pousses individuelles. 
Induction du cal
Préparation de l’explant initial
Matériel de départ
Méthode des scalps Méthode des fleurs immatures
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Stérilization
Inoculation
Vérifier la présence de bactéries à crois-
sance lente. Bien qu’elles n’interfèrent 
généralement pas dans la multiplica-
tion in vitro de pousses, ces bactéries 
peuvent être problématiques dans les 
stades ultérieurs d’initiation de la sus-
pension cellulaire. Couper une tranche 
à la base du corme et frottez-la sur le 
milieu bactériologique. Incuber à 28°C 
pendant 4 à 6 semaines et examiner le 
milieu de culture pour la présence de 
colonies de bactéries (Vandenhouwe et 
al. 1998).
Les bourgeons réduits sont superficiel-
lement stérilisés dans de l’alcool éthy-
lique à 70% pendant 1 minute (Figure 
10).  Il n’est pas nécessaire de les rincer 
dans de l’eau distillée. Le temps entre 
la désinfection et l’inoculation doit être 
inférieur à 1 heure.
Inoculer les explants sur 25 ml de 
milieu P5 (Tableau 1, Annexe 2) dans 
des tubes à essai de 150 ml (1 explant/
tube) ou dans des petits pots de nour-
riture pour bébés (3 à 5 explants/
pot).  Les explants sont cultivés dans 
des conditions standard: 27°C sous 
une intensité lumineuse continue de 
50 µE m-2 s-1 ou une photopériode de 
12 h et une humidité relative de 70%.
Un mois plus tard, évaluer le matériel 
de départ et choisir le milieu de prolifé-
ration à utiliser pour les repiquages, en 
fonction de la capacité de prolifération 
du clone (pour un descriptif détaillé 
des différentes classes de prolifération, 
voir Schoofs 1997).
Pour les cultivars à fort potentiel de 
prolifération (la plupart de ces culti-
vars appartiennent au groupe ABB), 
des amas de petites pousses et des 
groupes contenant jusqu’à une ving-
taine de méristèmes serrés les uns con-
tre les autres devraient se voir à la base 
de l’explant 1 mois après inoculation 
sur milieu P5 (Figure 4).  Ces cultivars 
Aller à la section «Induction de l’em-
bryogenèse».
Méthode des scalps Méthode des fleurs immatures
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Aller à la section «Induction de l’em-
bryogenèse».
Une fois par mois, sélectionner des 
petites pousses qui ont des groupes 
de méristèmes à la base de la feuille 
jusqu’à ce que ceux-ci mesurent 0,5 cm 
de diamètre et puissent être cultivés 
séparément. Les conditions de culture, 
nommées ci-après conditions de cultu-
re 2, sont les mêmes que les conditions 
standard décrites plus haut, sauf que 
les cultures sont gardées à l’obscurité. 
Les cultures de méristèmes devraient 
être repiquées jusqu’à ce qu’elles for-
ment des amas de petits méristèmes 
blancs entourés de seulement quelques 
toutes petites feuilles (Figure 6).  Le 
nombre de repiquages recommandé 
varie entre les clones, mais se situe 
en général entre 2 et 10. Les nombres 
recommandé et maximum de cycles 
sont donnés par Schoofs (1997) pour 
un large spectre de cultivars. Lorsque 
le potentiel de prolifération diminue 
suite à des repiquages répétés sur 
doivent être conservés sur milieu P5 
jusqu’à la production de cultures de 
méristèmes en chou-fleur.  
Pour les cultivars à potentiel de proli-
fération faible ou modéré (la plupart 
des bananiers et plantains), des touffes 
de petites pousses et de plantules enra-
cinés, sans formation de méristèmes 
à la base de la feuille, se formeront 1 
à 3 mois après inoculation sur milieu 
P5 (Figure 5).  Ces cultivars ont besoin 
d’être transférés sur un milieu P4 
(Tableau 1, Annexe 2) pour obtenir des 
cultures de méristèmes en chou-fleur 
(Figure 6).
Repiquage
Méthode des scalps Méthode des fleurs immatures
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Sous une loupe binoculaire, décou-
per des scalps de bonne qualité (de 
3 × 3 × 3 mm à 3 × 3 × 5 mm) à partir 
des cultures de méristèmes (Figure 7). 
Ces scalps devraient avoir une forte 
proportion de dômes méristématiques 
par rapport aux tissus de corme et de 
feuille. Il faut éviter la présence élevée 
de ces tissus car le tissu du corme a 
tendance à enfler et le tissu foliaire à 
donner trop de cals aqueux. 
Les fleurs des rangs 8 à 16 sont cul-
tivées sur le milieu MA1 (Tableau 2, 
Annexe 2) dans des petits pots de nour-
riture pour bébés ou des boîtes de Petri 
de 9 cm (Figure 13).  Les cultures sont 
gardées à l’obscurité totale sous forte 
humidité (>70% HR) à 27°C.
La surface coupée est en contact avec 
le milieu de culture. Les récipients 
sont scellés avec du Parafilm® ou du 
papier aluminium afin d’éviter leur 
Induction de l’embryogenèse
Matériel de départ
Sous une hotte stérile, des fleurs mâles 
immatures provenant de bourgeons 
réduits et superficiellement stérilisés, 
sont isolées en utilisant une loupe bino-
culaire (Figure 11).  Les fleurs immatu-
res prélevées doivent venir des rangs 
16 à 8 (1 étant la fleur immature la 
plus proche du dôme méristématique) 
(Figure 12).  Utiliser un scalpel à lame 
fine (par exemple Feather no 11).  
Les fleurs des rangs 8 à 16 donnent les 
meilleurs résultats en terme d’embryo-
genèse. Celles des rangs inférieures ont 
tendance à se nécroser sur le milieu 
MA1, alors que celles des rangs supé-
rieures ont tendance à produire des 
cals non-embryogènes. 
 
Inoculation
Les scalps sont inoculés sur milieu semi-
solide ZZ (ZZss, Tableau 1, Annexe 2) 
dans des tubes à essai (1 explant/tube), 
des petits pots de nourriture pour bébés 
ou des boîtes de Petri (3 à 5 explants/
boîte de Petri de 9 cm), et soumis aux 
conditions de culture 2.  On enfonce la 
surface coupée du scalp dans le milieu 
de culture, tout en s’assurant que les 
dômes méristématiques ne sont pas en 
contact direct avec le milieu de culture. 
Méthode des scalps Méthode des fleurs immatures
milieu P4, il est recommandé de faire 
un ou deux repiquages sur milieu P5 
avant de reprendre les cultures sur 
milieu P4.
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Les sections suivantes sont valables pour la méthode des scalps et la méthode des fleurs 
immatures.
Formation du cal
Les cultures doivent être vérifiées tous les mois pendant les trois premiers mois et 
tous les 15 jours par la suite. L’induction de l’embryogenèse dépend du cultivar et 
de la méthode utilisée mais en général on peut distinguer les phases suivantes.
•  De 0 à 4 semaines :
-  dédifférenciation du tissu foliaire en cal aqueux (méthode des scalps); 
-  apparition de cals de cicatrisation (méthodes des scalps et des fleurs immatures);
-  l’explant de la fleur mâle s’enroule sur lui-même et devient presque circulaire. 
•  A environ 4 semaines :
-  apparition de globules méristématiques sur l’explant (la majorité de la surface 
tourne au noir ce qui est un bon signe montrant qu’il n’y a pas eu trop de tissu 
foliaire inoculé). 
•  A 6 semaines et plus :
-  enflure du tissu du corme (partie inférieure du scalp); 
-  développement de cals secondaires non-embryogènes, nodulaires et jaunes 
(Figure 14) qui ne conviennent pas à l’initiation d’une suspension; 
-  formation de globules hétérogènes;
-  formation de cals compacts (non-embryogènes) qui ne conviennent pas à l’initia-
tion d’une suspension (Figure 15);
-  développement de cals embryogènes (CE) constitués d’embryons individuels 
(Figure 16) ou de cals compacts (CC) (Figure 17) qui ne conviennent pas à l’ini-
tiation d’une suspension. La fréquence la plus élevée de CE est généralement 
observée après 3 mois de culture (méthode des fleurs immatures); 
Méthode des scalps Méthode des fleurs immatures
Les récipients sont scellés avec du 
Parafilm® ou du papier aluminium 
pour éviter leur dessiccation et pour 
réduire la contamination. Ceci est d’une 
grande importance vu que les scalps 
sont gardés sur le même milieu de cul-
ture pendant toute la phase d’induction 
de l’embryogénèse (3 à 8 mois).
dessiccation (une faible humidité rela-
tive diminue les chances de succès) et 
pour réduire la contamination. Ceci est 
d’une grande importance vu que les 
fleurs mâles sont gardées sur le même 
milieu de culture pendant toute la 
phase d’induction de l’embryogenèse 
(4 à 7 mois). 
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-  formation d’un cal embryogène friable (appelé CI pour « cal idéal ») qui porte 
de nombreux proembryons translucides (en général plus de 10) (Figures 18 et 
19).  Ce cal convient au transfert en milieu liquide. La plus haute fréquence de CI 
est généralement observée après 4 à 5 mois de culture (méthode des fleurs imma-
tures). A titre d’information sur l’histologie d’un CI, voir Escalant et al. 1994 et 
Grapin et al.
•  A 6-8 mois et plus :
-  les globules et les cals secondaires deviennent bruns.
•  A la fin de la période de culture, trois schémas principaux de développement 
peuvent être distingués :
-  pas de réponse embryogène (50 à 100% des explants selon le cultivar et la métho-
de); 
-  des cals embryogènes comprenant des embryons individuels (en moyenne, 15% 
des fleurs mâles inoculées);  
-  des cals « idéaux » embryogènes friables (en moyenne, 0,8% des fleurs mâles 
inoculées ou 8% des bourgeons mâles si 10 fleurs mâles immatures par bourgeon 
mâle ont été inoculées).
Voir la section 2 sur les critères d’évaluation pour plus d’information sur la façon 
de calculer le taux de réussite de la formation de cals embryogènes.
Initiation d’une suspension cellulaire 
Sélection d’un cal embryogène
L’initiation d’une suspension cellulaire embryogène (SCE) de bonne qualité 
dépend de la qualité et du volume du cal embryogène sélectionné en fonction de 
la présence de peu d’embryons développés. Une observation attentive et régulière 
du cal idéal est nécessaire pour la sélection de cals embryogènes qui sont à l’équi-
libre entre « la bonne taille » et la « bonne phase de développement ».
Choisir des tissus qui contiennent des cals hautement embryogènes et des proem-
bryons transparents à un stade jeune. Il est important d’enlever les embryons au 
stade cotylédonaire, les globules méristématiques et les cals compacts. 
Transférer le CI en milieu de culture liquide: ZZ liquide (ZZl, Tableau 1, Annexe 
2), dans le cas de CI dérivés de scalps, ou MA2 liquide (Tableau 2, Annexe 2), dans 
le cas de CI dérivés de fleurs mâles.  
Différents types de récipients peuvent être utilisés du moment que la densité 
d’inoculation minimale est respectée.
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•  Erlenmeyer : un complexe embryogène par flacon, 3 à 6 ml de milieu de culture
ZZl par flacon. Les deux-tiers du fond du flacon doivent être recouverts par le 
complexe embryogène. 
•  Une boîte à cupules (1 cal embryogène par puits de 3 cm de diamètre, 6 à 8 ml 
de MA2 liquide par puits). 
Couvrir le récipient avec du papier aluminium, le sceller avec du Parafilm® et 
mettre sur un agitateur rotatif (70 à 100 t/min) sous les conditions de culture 2.
Les CI sont friables et se désagrègent immédiatement lorsqu’ils sont placés en 
milieu liquide. 
Repiquages et amélioration de la qualité
Le but est d’améliorer la qualité des suspensions afin d’obtenir des SCE homogè-
nes. Un microscope inversé est utilisé pour l’observation. Lorsque suffisamment de 
matériel est disponible, un échantillon peut être prélevé pour observation sous un 
microscope optique. Une pipette permet d’enlever les composants non désirés.
0 à 3 mois après initiation
Des SCE nouvellement établies (Figure 20) comprennent :
•  des agrégats de cellules embryogènes,
•  des globules hétérogènes qui libèrent des amas de cellules embryogènes à leur 
surface,
•  des petits embryons distincts et transparents qui produisent des cellules embryo-
gènes près de leur base (Figure 21),
•  des globules méristématiques vides jaunâtres et/ou des cellules denses riches en 
amidon  (Figure 22),
•  des embryons blanchâtres au stade cotylédonaire qui se dédifférencient en glo-
bules méristématiques et/ou qui libèrent des composés phénoliques qui s’oxy-
dent, ce qui provoque un noircissement de la suspension cellulaire.
Remplacer une partie du milieu de culture tous les 7 à 10 jours. Suivant le taux de 
croissance de la SCE, garder entre 10 et 20% de l’ancien milieu de culture précon-
ditionné.  
Enlever les globules méristématiques jaunâtres, les embryons blanchâtres au stade 
cotylédonaire, les tissus nécrotiques et les cellules très vacuolées. 
Chaque mois, transférer un échantillon sur un milieu bactériologique (Van Den 
Houwe 1998).
Transférer la SCE dans un récipient plus grand selon le taux de croissance du 
volume des cellules sédimentées (VCS) de la suspension. 
3 mois après l’initiation jusqu’à l’établissement de la suspension cellulaire (du 6ème 
au 9ème mois) 
Une SCE de 3 mois est composée: 
•  d’agrégats en prolifération de cellules embryogènes,
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•  de proembryons somatiques blanchâtres issus de la différentiation de cellules 
embryogènes,
•  de globules méristématiques jaunâtres issus de la conversion de globules hété-
rogènes,
•  de cellules denses blanchâtres libérées par des globules méristématiques,
•  de cellules très vacuolées, libérées par des globules méristématiques.
Afin de tester la viabilité des ECS, ajouter à de l’eau distillée quelques gouttes 
d’une solution de diacétate de fluorescéine (FDA) (-20°C, dissout dans de l’acétone 
et de l’eau) jusqu’à l’obtention d’une opalescence bleue. Ajouter 1 à 2 gouttes de 
cette solution diluée à un échantillon de suspension. Les tissus viables émettent 
une fluorescence vert vif lorsqu’on les observe sous une lumière ultra-violet.  
Quand le volume est suffisant, il suffit le fait de répandre une toute petite quan-
tité de cellules sur le milieu de régénération pour déterminer de façon simple et 
rapide, le caractère embryogène de la suspension. 
Remplacer une partie du milieu de culture tous les 10 à 14 jours. Selon le taux de 
croissance de la SCE, garder entre 10 et 20% du vieux milieu préconditionné.  
Le volume de cellules sédimentées au début d’un repiquage doit être compris 
entre 1.5 et 3%. Utiliser un Erlenmeyer plus grand ou diviser les cellules entre 
plusieurs Erlenmeyer si nécessaire.
Enlever les globules méristématiques et les proembryons lorsqu’ils sont en grande 
quantité. Enlever les grands groupes de cellules en tamisant et ne garder que la 
fraction comprise entre 250 et 500 µm. 
Chaque mois, transférer un échantillon sur un milieu bactériologique.
Maintenance d’une suspension cellulaire 
Bien que les cellules de bananier se multiplient relativement facilement dans un 
milieu liquide, les suspensions qui en résultent peuvent avoir des potentiels de 
régénération variables. Georget et al. 2000 donnent une description histologique 
détaillée des différentes parties d’une SCE, de leur développement dans le temps 
et de leur potentiel embryogénique.
Une SCE de bonne qualité est caractérisée par :
•  la présence d’une grande proportion (>80%) d’agrégats de cellules embryogènes 
en prolifération (Figure 23),
•  une couleur qui peut aller d’un jaune vif à pâle (des suspensions blanchâtres ne 
sont pas désirables car ceci est souvent une indication de la présence d’une forte 
proportion de cellules non régénératrices riches en amidon),
•  une précipitation rapide des cellules (moins d’une minute) lorsque la suspension 
est retirée de l’agitateur orbital, indiquant une faible proportion de débris et cel-
lules vides,
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•  une viabilité supérieure à 80% des amas de cellules embryogènes, selon le test 
FDA,
•  un taux de multiplication de 1,5 à 2 par période de 2 semaines entre repiqua-
ges, 
•  un potentiel élevé de régénération, par exemple de 100 à plus de 300 000 
embryons par ml de cellules sédimentées.
Vérifier régulièrement la présence de contamination et le potentiel de régénération 
(voir la section ci-après sur la régénération) ainsi que le taux de croissance. Pour ce 
dernier, les paramètres suivants peuvent être pris en compte :
•  volume des cellules sédimentées (VCS) (précipitation par gravité),
•  volume des cellules compactées (VCC) (précipitation par centrifugation), 
•  poids frais et sec. 
La qualité d’une SCE diminue avec le nombre de repiquages.  Ceci se traduit par 
un risque plus élevé de contamination et une diminution du taux de croissance et 
du potentiel de régénération, en raison, par exemple, de la prédominance de cel-
lules denses riches en amidon dont la croissance est rapide (Georget et al. 2000).  Il 
y aurait également une relation directe entre le temps passé en culture et la varia-
tion somaclonale. Pour réduire les problèmes liés aux repiquages, un protocole de 
cryoconservation a été développé afin de stocker pour une période indéfinie les 
SCE (Panis et Thinh 2001).
Régénération 
Une SCE de bonne qualité se régénère facilement en embryons somatiques et ulté-
rieurement en plantes.
Développement des embryons
Au début d’une période de repiquage :
•  transférer un échantillon représentatif de SCE dans un tube gradué et ajustez le 
VCS à 3% en ajoutant le milieu liquide : ZZl (méthode des scalps) ou MA2 (méthode 
des fleurs immatures) (Figure 24),
•  transférer 1 ml de cette solution sur un papier filtre Whatman dans une boîte de 
Pétri de 9 cm contenant 25 ml de milieu de régénération: RD1 (méthode des scalps) 
ou MA3 (méthode des fleurs immatures), 
•  incuber sous les conditions standard 2.
Un à 3 mois après l’initiation, selon la SCE, les embryons en développement 
devraient ressembler à ceux de la Figure 25. 
Germination d’embryons 
Transférer un échantillon d’embryons matures (3 à 4 mois après étalement) dans 
une boîte de Pétri contenant 25 ml de milieu de germination : RD2 (méthode des 
scalps) ou M4 (méthode des fleurs immatures).  Incuber en conditions standard pen-
dant 1,5 mois afin d’obtenir des embryons ayant germé (Figure 26).
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Régénération en plantules 
Transférer sur un milieu P6 les embryons ayant germé. Incuber sous conditions 
standard pendant 1 à 1,5 mois. A ce stade, les plantules ressemblent à celles obte-
nues en utilisant une méthode in vitro classique (Figure 27).
